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論 文 内 容 要 旨
メタロチオネイン(MT)は構成アミノ酸の約1/3をシステインが占め,し かもS-S結合を1つ も持た
ないという特徴的な構造 を有する分子量約6,000の低分子量蛋白質であり,重金属やアルキル化剤 と結合
してその毒性発現を抑制することや,フ リーラジカル(FR)除去作用を有することなどが知られている。
MTの合成はこれら重金属 をはじめとして様 々なス トレスによって誘導 されることか ら,本蛋白質は外因
性ス トレスに対する重要な生体防御因子の一つとも考えられている。一方,NaganumaらはMTを 利用 し
た制癌剤の副作用軽減法の開発を試み,MT合 成誘導剤 を予めマウスに投与 してお くことによってシスプ
ラチ ン(CDDP;重金属錯体)お よびア ドリアマイシン(ADk;FR産生物質)の副作用が顕著に抑制され
ることを見いだしている。これらの知見はMT合 成を誘導する物質が外因性ス トレスに対する生体防御機
能充進剤として有用である可能性 を強 く示唆 している。
そこで本研究では,MT合成誘導剤の臨床応用の可能性を探ることに主眼をおき,MT合成誘導剤の投
与による組織中MT濃 度の上昇が,各種制癌剤の抗腫瘍効果および放射線の障害に及ぼす影響を検討する
とともに,ヒ トにおいて効率的にMTを 誘導する新 しいMT合 成誘導剤の検:索を行った。また,MTが示
すこれらの作用はMT分 子中に豊富に存在するSH基 によるものと考えられているが,MTが未だ知 られ
ていない生理機能を有する可能性 もあり,MT合成誘導剤の投与による組織 内MT濃 度の上昇が予想外の
障害を引き起 こす可能性 も否定できない。そこでMTの 有する未知の生理機能の解明を試みた。 さらた,
この重要な生体防御因子であるMTの 合成に異常があると環境中の様々な外因性ス トレスによる障害が生
じやす くなる可能性 も考えられることか ら,代表的な環境汚染物質であるカ ドミウムの毒性をMT非 依存
的に軽減する方法の開発 も試みた。
1.各種制癌剤の抗腫瘍効果に対するMTの作用
癌化学療法においてはCDDPおよびADR以外 にも多 くの制癌剤が用いられている。そこで,主要な制
癌剤の抗腫瘍効果に対するMT合 成誘導の効果を検討 した。NaganumaらはMT合 成誘導剤の1つ である
ビスマス化合物が癌組織中のMT濃 度に影響を及ぼすことな く正常組織中のMT濃 度のみを特異的に上昇
させることを見出し,』本薬剤を前投与することによってCDDPの抗腫瘍効果 を損なうことなく副作用の
みを選択的に軽減できることを報告 している。しか し,亜鉛化合物をMT合 成誘導剤 として用いると癌組
織 を含めた殆 どの組織でMT濃 度が上昇するため,CDDP副作用のみならず抗腫瘍効果も抑制 されてしま
うことも併せて報告 している。そこで本研究ではr皮下に固形癌を移植 した担癌マウスを用い,各種制癌
剤の抗腫瘍効果に対する亜鉛前投与の影響を癌重量の変化 を指標 として検討 した。様々な用量の亜鉛で前
処理 した担癌マウスにCDDPを投与 したところ,CDDPの抗腫瘍効果は癌組織中のMT濃 度が僅か1.7倍
上昇 しただけで顕著に抑制 された。この結果 をもとにして,亜鉛を予め投与 して癌組織中のMT濃 度を約
2倍に上昇させた担癌マウスを用いて9種類の制癌剤の抗腫瘍効果を調べたところ,検討 した制癌剤の抗
腫瘍効果は全て有意に抑制 された。さらに,癌組織中のMT濃 度が各種制癌剤自体の投与によっても2倍
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以上に上昇することが判明 し,癌化学療法においては多剤耐性獲得因子 として癌組織中のMT濃 度に注意
を払 う必要のあることが示された。
なお,本研究結果はMT濃 度の上昇した組織が複数の制癌剤の毒性に対 して抵抗性を示すことを示唆 し
ている。本研究ではMT合 成誘導剤 として亜鉛 を用いたが,正常組織中でのみMT合 成を誘導するビスマ
スを用いれば,これら制癌剤の抗腫瘍効果は損なわれず,副作用のみを軽減することが可能と考えられる。
従って複数の制癌剤の併用が一般的となっている癌化学療法において,ビ スマス化合物併用法は有効な副
作用軽減法となるものと考えられる。
2.放射線障害に対するMTの 防御作用
癌治療においては放射線が制癌剤 と併用 されることが多い。放射線療法では副作用 として骨髄障害が問
題 となるが,我 々はビスマスの投与により放射線の抗腫瘍効果を損なうことなく骨髄障害が軽減されるこ
とを既に報告 している。そこでこの放射線障害軽減効果におけるMTの 役割について検討を加えた。マウ
スにおける放射線照射の致死毒性ぽビスマス投与により軽減されたが,こ の効果はビスマスを前投与 した
場合にのみ認められ,放射線照射 と同時またはそれ以降の投与は無効果であった。 ビスマス投与によって
骨髄中のMT濃 度は約2倍 に上昇 し,MTmRNAレベルの顕著な上昇 も認められたが,ス ーパーオキシド
ディスムターゼやカタラーゼなど主要な抗酸化因子の活性はビスマス投与によって殆 ど変動 しなかった。
また,放 射線を照射 して24時間後の末梢血中白血球数は顕著な低値 を示 し,そのレベルはビスマス投与
の有無で違いは認められなかったが,末 梢血中白血球数の回復速度はドスマス投与群の方が有意に早かっ ,
た。一方,放 射線射24時間後に認められる骨髄中多潜能幹細胞数の減少はビスマス投与により有意に抑
制された。以上の結果から,ビスマス投与が示す放射線障害軽減効果は,骨髄中で誘導されたMTが 放射
線照射により生 じたフリーラジカルを消去 して骨髄幹細胞 を防護することによる可能性が考えられる。何
れにしろ,MT合 成誘導剤 としてビスマス化合物を用いることによって癌治療に繁用 される制癌剤および
放射線の障害が共に軽減されるという事実は,本法が癌治療における理想的な副作用軽減法であることを
示すものである。
3.ヒ トに有効 な新規MT合 成誘導剤の検索
ビスマス を用 いた制癌剤の副作用軽減法 は既 に臨床での検討 が行 われたが,残 念なが らヒ トにおいては
マ ウスで認 め られたような劇 的な効果 は得 られなかった。 これは,ビ スマス と同 じ機構 でMT合 成 を誘導
す るカ ドミウムが一般成人 の体内 に比較的高濃度 に蓄積.してお り,MT合 成が既 に充分 に誘導 されている
ため と想像 される。従 って,ヒ ト体内のMT濃 度 を上昇 させるためにはカ ドミウム と異 なる機構でMT合
成 を効 率良 く誘導す る薬剤 の利用が有効 と考 えられる。そ こで,MT遺 伝子の プロモー ター を活性化す る
物質 をレポー ターア ッセイに よってス クリーニ ング した。その結果,268物質の中か らMT合 成誘導活性
を有す る物質 と してPF1070Aを得 るこ とに成功 した。PF1070Aは抗真菌活性 を有 す る環状 ペプチ ドであ
り,既 知の最 も強力 なMT誘 導剤である亜鉛 と同程度 にMTmRNAお よびMT蛋 白質濃度 を上昇 させた。
一147一
また,PFIO70Aは亜鉛や カ ドミウムな どの重金属 と相乗 的にMTプ ロモー ター を活性化 し,さ らに,重 金
属の場合 とは異 なるプロモー ター上 の領域 に作用す るこ とによってMT合 成 を誘導す るこ とが判明 した。
従 ってPF1070Aはこれ までに知 られ てい る誘導機構 とは全 く異 なったメカニズ ムでMTの 合成 を誘導す
る新 しい タイプのMT誘 導剤である と考 え られ る。そ こで ヒ トを想定 したモデル実験 として,カ ド.ミウム
処理 によ りMTプ ロモー ターが充分 に活性化 された状態 にある細 胞 を用 いてPF1070Aの効果 を調べ た と
ころ,ビ スマスではそれ以上 の活性化が認め られなか ったの に対 し,PF1070Aはプロモ ーター活性 を さら
に2倍 上昇 させ た。PF1070Aは残念 なが らマ ウスを用 いた 加 卿oで の検討では組織 中MT濃 度 の上昇は
認 め られなか ったが,今 後PF1070Aをリー ド化 合物 と して様 々 な誘導体 を合成す るこ とによって臨床応
用 が可能 な新規MT誘 導剤が 開発 で きる もの と期待 され る。
4.MTに よ り発現制御 される遺伝子群の検索
MTは 様 々な外 因性 ス トレス による障害 を軽減するが,こ の作用 はMT分 子 中に豊富 に存在す るシステ
イ ンのSH基 に依存 した もの と考 えられている。 しか し,MTの 一部 が核 内に存 在する との知見があ るこ
とか ら,MTが 他 の遺伝子発現調節 を行 っている可能性 も否定 で きない。 そこで,MT-1,一IIノックアウ
トマウスか ら樹立 した細胞 を用い,MT欠 損 によ り発現量が変動す る遺伝子群 の検索 を試みた。その結果,
Mで 欠損細胞 でその発現が低下 している遺伝子NM31を 見いだ した。MTが 遺伝子発 現 に関与する とい う
知見 はこれ まで にな く,MTの 新 しい機能 を解明 してい く上 で興味深 い発見 と考 え られ,今 後の発展 が期
待 され る。.
5.MT非 依存的なカ ドミウム毒性軽減法
上述 したようにヒ ト体内 には比較的高濃度 のカ ドミウムが蓄積 しているが,一 般的 な日本人の腎臓 中カ
ドミウム濃度 は,MT遺 伝 子 を欠損 したマ ウス における致死濃度の数倍 にのぼ る。最 近,'腎臓 中カ ドミウ
ム濃度 が高い に も拘わ らずその組織 中MT濃 度が著 しく低 い集団の存在 が報告 され七い る。 これ らの人 々
は何 らかの理由でMT合 成 に異常があ る もの と想像 され,カ ドミウム毒性が発現 しやす い と想像 され る。
従 って これ らの集団 をカ ドミウムに よる障害か ら救 うため にはMT非 依存 的にカ ドミウ ム毒性 を軽減す る
方法の開発が必要 と考 えられる。そ こで培養細胞 を用 いてカ ドミウム毒性 を軽減す る物質の検索 を試 みた。
その結果,植 物 トリテルペ ンであるbetulinがカ ドミウみの細胞毒性 を顕著 に軽減す ることを見 いだ した。
Betulinはカ ドミウムの細胞 内蓄積量 には影響 を与 えず,MTを 誘導 しない濃度 でカ ドミウムの細胞毒性 を
ほぼ完全 に抑制 した。Betulinによるカ ドミウム毒性軽 減効 果 は細胞 を本物質 で前処理 した場合 に顕著 に
認 め られ,さ らにそ の効 果 が蛋 白質 合成 阻害剤 お よびRNA合 成 阻害 剤 に よ り抑 え られ た こ とか ら,
betulinによ り何 らかの細胞 内因子 の合成が転写 レづルで促進 される ことが その毒性軽減効果 に必要 であ る
可能性が示 された。実際にデ ィファ レンシャルデ ィス プレイ法 に よる検:索によって,betul血処理で発現量
が増加 す る遺伝 子群の存在が確認 された。Betulinは最 も強力 なカ ドミウム毒性軽減物 質 とされてい る亜
鉛 よ りも数段高 い効果 を示す ことか ら,MT合 成 に異常があ るような人々 におけるカ ドミウム毒性軽減剤
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として有用 と考 え られる。
本研究では,既 に報告のあるMTに よる制癌剤および放射線の細胞毒性軽減効果についてさらなる検:討
を加え,多種類の制癌剤 に対するMTの 防御作用および放射線の毒性軽減機構の一端を明らかにし,また
その医療への応用を期待 させる新規MT誘 導剤を見いだすことに成功 した。一方,MTは 生体にとって有
益 な防御因子であると同時に,制癌剤の多剤耐性因子 としての半面 も持ち合わせてお り,臨床における癌
治療で考慮すべ き問題を提議 した。 さらに,特異的な遺伝子の発現調節というこれまでに知 られていなか
った新 しMTの 生理機能を明らかにすると共に,MT非依存的にカ ドミウム毒性 を軽減する物質を見いだ
し,MT合成異常者のカ ドミウム障害予防法開発の可能性を示 した。本研究の成果は,外 因性ス トレスに
よる細胞毒性に対 し,組織内MT濃 度の上昇が及ぼす影響について多 くの情報を提供すると同時に,MT
誘導剤の臨床応用 に向けた基礎研究の今後の発展に貢献 し得るものと期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
本論文は外因性ス トレスに対する防御因子 としてのメタロチオネイン(以下MTと 省略する)の意義と
その応用 とその応用に関する毒性学的および生化学的検討を行い,MT研 究の今後の発展 に大きく貢献 し
得るい くつかの重要な知見を得たものである。
マヴスに予め合成誘導剤を投与 して組織中MT濃 度を上昇させてお くと,制がん剤であるシスプラチン
およびアドリアマイシンの毒性が顕著に軽減されることが知られている。本論文ではまず,臨床で多用 さ
れる主要な制がん剤(9種 類)の 毒性に対するMT合 成誘導剤の効果を検討 し,両制がん剤の他 にペプロ
マイシン,ブ レオマイシン,シクロフォスファミド,メルファランが示す毒性 も有意に抑制されることを
見いだすと共に,MT濃度の上昇 した組織が作用機序の異なる多数の制がん剤に対 して抵抗性 となる可能
性 を初めて示 した。一方,が ん治療では制がん剤 とともに放射線が併用 されることが多いが,著者 らはビ
スマスを担癌マウスに前投与することにより放射線の抗腫瘍効果 を損なうことなく放射線療法で問題 とな
る骨髄障害等の副作用が軽減されることを既に報告 している。そこで本論文ではこの放射線障害軽減機構'
について検討を加え,ビスマス投与によって骨髄中で誘導されたMTが 放射線照射により生 じたフリーラ
ジカルを消去 して骨髄幹細胞 を防護する可能性を示 している。以上の知見は,がん組織以外の正常組織中
のMT濃 度を選択的に上昇させることが知 られているビスマス化合物などをM↑合成誘導剤として予め投
与することによって複数の制がん剤および放射線の抗腫瘍効果 を損なうことなく副作用のみを軽減できる
可能性を示唆するものでもある。しかし,ビスマスを用いた制がん剤の副作用軽減法は臨床での検討では
有意な効果は得 られなかった。これは,ビ スマスと同 じ機構でMT合 成を誘導するカドミウム(Cd)が
一般成人の体内に比較的高濃度に蓄積 してお り,MT合成が既に充分に誘導されているためと想 像された。
そこで次に,MT遺伝子のプロモーターを活性化する物質をスクリーニングし,重金属 とは異 なるプロモ
ーター上の領域に作用 してMT合 成 を誘導する物質としてPF1070Aを得ることに成功 した。PF1070Aは
新 しいタイプのMT誘 導剤であ り,本物質をリー ド化合物 とした臨床応用可能な新規MT誘 導剤の開発が
期待される。
一方,腎臓中Cd濃度が高いにも拘わらずその組織中MT濃 度が著 しく低い日本人集団の存在が最近報
告されている。これらの集団をCd毒性から救 うためにはMT非 依存的にCd毒性 を軽減する方法の開発
が急務である。本研究ではCd毒性軽減物質の検索 も試み,植物 トリテルペンであるベツリンがMT非 依
存的にCdの細胞毒性 を軽減することを見いだすことに成功 している。ベツリンはこれまで最も強力なCd
毒性軽減物質とされてきた亜鉛よりも数段高い効果を示すことから,MT合成に異常があるような人々を
対象 としたCd毒性軽減剤として有用な薬物と考えられる。
本論文では以上の他にもMTが 他の遺伝子の発現調節に関与することを初めて明らかにするなどい くつ
かの注目すべ き知見を提供 している。本論文で得られた知見はMT研 究の今後の発展に大 きく貢献 し得る
ものであ り,その学術的価値は極めて高い。よって,本論文は博士(薬 学)の 学位論文として合格 と認め
る。
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